Construction of Donor Plasmid in the Gene Integration Platform System for Oryza sativa L. by 徐虹 et al.
第 38卷　第 2期 厦门大学学报 (自然科学版 ) V o l. 38　N o. 2
　 1999年 3月 Jou rna l o f X iam en U n ive rsity (N a tura l Science) M ar. 1999　
·快　讯·
水稻基因整合平台系统供体
质粒 pU RKM T的构建①
徐　虹　章　军　杨汉金　楼士林
(厦门大学生物学系　厦门　 361005)
提高水稻产量, 改良稻米品质是育种学家广泛研究的课题.随着现代生物技术的发展, 水
稻已成为植物基因工程的重要研究对象.许多实验室已成功地建立了一系列供外源基因转化
水稻的系统.但是这些转化系统主要应用 T i质粒衍生的载体,通过 T -DNA左右两端的序列
将目的基因整合到植物 DNA中. T -DNA在植物染色体中的整合是随机的, 由 T -DNA引入
的外源基因无法在植物染色体上定位整合, 而这种完全随机整合对于植物基因组的自稳系统
会产生干扰, 进而导致出现有害突变.为避免随机整合而导致的有害突变, 以及出于基因修
饰,基因治疗等特殊目的,国外不少学者开展了大量研究工作, 希望能实现外源基因的定位整
合.他们根据同源重组机制构建某些生物的基因整合平台系统,通过该平台系统实现了外源基
因的定位整合 [ 1～ 4 ]. 基因整合平台系统是由定位在受体染色体 DNA上的整合平台 (靶位 )和
供体质粒组成, 供体质粒含有基因整合平台同源片段和外源基因. 供体质粒进入受体细胞后,
通过与靶位 DNA同源序列的单交换或双交换而把外源基因定位整合到受体细胞染色体的特
定位点上. 目前,国内这方面的研究工作也已开始, 并已在蓝藻中获得成功 [ 5 ],但在动、植物方
面未见有成功报道.李金义等 [ 6]曾根据吴瑞教授的建议,以水稻组蛋白 H 3基因为同源片段构
建同源重组型载体质粒 pNAU 100; 刘芝华等 [7 ]也曾构建玉米的同源重组载体质粒, 但均未见
有转化成功的报道. 我们以水稻 rDNA为整合靶位构建基因整合平台系统的供体质粒,并转
化水稻愈伤组织, 获得了阶段性成果.
本研究选择水稻 rDNA中的 17S-5. 8S rDNA 2. 5 kb片段作为基因整合平台系统供体质
粒的同源片段,一方面是利用它们在细胞中的高拷贝数来提高同源整合的机率,并且即使某些
rDNA上因整合外源 DNA片段而被破坏,但仍有大量未被破坏的 rDNA 行使正常的功能, 从
而不会导致对细胞的伤害. 另一方面, 由于它们在不同植物间具有高度同源性 [8～ 9 ],所以含有
水稻 rDNA 同源片段的载体, 不仅适用于水稻,还有可能适用于玉米、小麦等重要粮食作物.
根据已知的水稻 rDNA序列设计 5’ 端引物: 5’ -GCAAGCT TA CCTGG TTGA TCCTG -3’ 和
3’端引物: 5’ -TACTGCAGT TT TGGCGTGACG CCCA -3’ , 以 CTA B法提取水稻 DNA作为
模板, 通过 PCR扩增其中相对保守的 2. 5 kb rDNA片段, 以此作为基因整合的同源序列, 将
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　图 1　质粒 pURKM T 构建示意图
　F ig. 1　A diag ram o f cons tru ction o f pURKM T
其插入到 pU C19的多克隆位点从
而构建质粒 pU RD; 然后以 pU RD
为出发质粒, 在 rDNA同源片段一
侧组入含 np tII基因和 M T 基因的
外源 DNA 片段, 构建成供体质粒
pU RKM T (见图 1).最后用电激法
将 经 Hpa I 酶 切 的 供 体 质 粒
pU RKM T 转入籼稻 (佳禾七号 )愈
伤组织中, 以卡那霉素 ( 125μg /
mL )筛选, 获得了具有卡那霉素抗
性的愈伤组织. 以质粒 pU RKM T
中含部分 M T 基因和部分 np tII基
因的 2. 4 kbDNA 片段为模板, 以
随机引物扩增制备该片段的 D IG
标记探针,将此标记探针分别与转
化组愈伤组织、对照组愈伤组织
(阴性对照 )和质粒 pU RKM T (阳
性对照 )进行斑点杂交, 结果见图
2. 从图中可看出, 转化组和阳性对
照组均出现强烈的杂交信号, 而阴
　图 2　转化水稻愈伤组织 G -DNA 的斑
点杂交分析
N: 未酶切 DNA　E: E coR I酶切
的 DNA
1. 对照组 DNA (阴性对照 )　 2.
转化组愈伤组织 DNA
3. 质粒 pU RKM T (阳性对照 )
　 F ig. 2　Do t b lo tting ana ly sis o f DNA
from tran sfo rm ed r ice ca lli
性对照组的杂交信号不明显, 表明质粒 pU RKM T 中外
源基因已整合到被转化的水稻愈伤组织基因组 DNA
中.
本实验所构建的供体质粒 pU RKM T 的外源 DNA
片段两侧不具有 T i质粒的边缘序列,而含有 rDN A 2.
5kb同源序列,因此外源基因的整合可能是通过与整合
靶位间的同源序列交换重组实现的. 外源基因整合的定
位检测及其表达鉴定正在进行中.若外源基因正如我们
所设计的那样通过同源重组而定位整合在 rDNA靶位
上,则表明我们已成功地建立了植物基因的整合平台系
统.这将为外源基因在植物基因组中的定位整合提供一
条新的途径. 另外, 一些复杂的生命现象如发育的分子
机制也有望通过此技术得以探明.
外源基因的定位整合不仅避免了随机整合而导致
可能出现的有害突变, 还能对基因组进行精确的修饰与
改造. 如用正常基因打靶突变基因, 使突变基因转变为
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野生型;或有目的地将外源 DNA插入致病基因, 导致致病基因的失活,可用于基因治疗;或通
过打靶某一基因来研究该基因在生物体发育过程中的作用与功能.
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Cons tru ction o f D ono r P lasm id in the G ene In teg ra t ion
P lat fo rm Sy s tem fo rO ryza sat iva L.
Xu H ong　 Zhang Jun　Y ang H an jin　 Lou Sh ilin
(D ep t. o f B io l. , X iam en U n iv. , X iam en　 361005)
Abstrac t　 M any labo rato ries have se t up seve ra l fo reign gene t ransfo rm at ion sy s-
tem s fo r rice. Bu t these t ransfo rm a t ion sy stem s w e re a ll used T -DNA sy stem o f T i plasm id,
then the fo reign gene integ rated into p lan t genom es DNA by m ean s o f the in sert ion o f bo th
ends o f T -DNA. T he integ rated ta rg et o f T -DNA in p lan t g enom e DNA is random, w h ile
the tho rough ly random in teg ra tion w ou ld in terfe re w ith se lf-stab le sy stem o f p lan t g enom e,
w h ich cou ld lead to pe rn icious mu ta t ion. In th is study, acco rding to the m echan ism o f ho-
mo logous recomb ina tion, w e had con stru cted a new dono r p lasm id fo r ind ica rice. It w ou ld
cau se the fo reign gene in terg a ted in to ch rom som a l rDNA locu s.
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A cco rding to the know n sequence o f ribosom a lDNA, w e c loned the 2. 5kb fragm en t o f
it by PCR, and u sed the fragm en t as the in teg ra ted homo logous sequence. A fte r sub clon ing
fo re ign DNA including nptII gene and m e ta llo th ione in gene a t the end o f hom o logou s f rag-
m en t, the dono r p lasm id pU RKM T w h ich w ill in teg ra te in to the genom es DNA o f ind ica r ice
w a s constru cted. T hen, dono r plasm id pU RKM T w as in t rodu ced in to ca lli o f ind ica rice ( Ji-
aheNO. 7) by elec tropo ra tion. S creened by kanam ycin, the tran sfo rm an t ca lliw h ich w as in-
teg ra ted the fo re ign DNA w ere se lected. Do t b lo t t ing da ta show ed tha t the fo re ign DNA in-
clud ing nptII g ene andM T gene has in teg ra ted in to rice genom e DNA.
Key words　H om o logous recom b ina t ion, G ene in teg ra tion p la tfo rm, Oryza sa tiva
L.
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